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論 文 内 容 要 旨
第一章 序訟
細菌やウイルスによる感染症はヒト及び家畜にとって大きな脅威であり、適切な治
療及び予防は重要な課題である。細菌感染症に対する有効な治療法として抗生物質や
抗菌剤が広 く用いられてきたが、近年、耐性菌の出現により抗生物質/抗菌剤による
治療の限界 と問題点が提唱されている。耐性菌出現の原因として、医療現場での抗生
物質の乱用や成長促進目的での家畜への過剰な投与が指摘されている。細菌の死滅を
目的とする抗生物質治療か ら細菌の病原性を取 り除 く治療法の開発は一つの解決策
であり、その為の細菌およびその病原因子の詳細な研究が今後ますます重要になるも
のと考えられる。
黄色ブ ドウ球菌(5凋ρカ1γ10σoooμ58〃θ〃切はヒト及び家畜に共通の病原性細菌であ
り、多種薬剤への耐性獲得能や様々な病原因子の産生 といった特徴を有する。本菌は
数種類の血球崩壊毒素を有 し、これら毒素は感染時における病巣での生育及び病原性
の発現に重要な役割を担っていると推測される。当研究室では、赤血球崩壊毒素
γ一ヘモリジン及び白血球崩壊毒素ロイコシジンに関して、これ ら二つの毒素が
LukF(34kDa)を共通成分とし、田g2(32.5kDa)との組み合わせで赤血球を崩壊 し、
LukS(32kDa)との組み合わせで自血球を崩壊する2成 分性毒素である事を明らかに
し、その構造 と機能について研究を行ってきた。 γ一ヘモ リジンは膜孔形成型赤血球
崩壊毒素であり、LukFの赤血球膜への初発の結合がその後のHig2の効率的な結合を
促 し、赤血球膜上に内径2.1》・2.4mの膜孔を形成すること、また膜孔がLukF:田g2
が4:3または3:4からなる7量体であることが当研究室の菅原らにより報告されて
いる(Fig.1)。さらに当研究室とコロンビア大学との共同研究により、X線結晶解析か
らLukFの立体構造が明らかにされた。LukFは複合体形成時に隣の分子 と相互作用を
行 うβ一Sandwichd㎝ain、推定膜貫通領域であるPre-stem、そして推定赤血球膜結合
領域であるRimd㎝ain⑳3つの領域から構成される(Fig.2)。LukFは人エリン脂質
dipropionylphosphatidylcholine(DiC3PC)と1対1で結合 した形で結晶化されており、
生体膜主要構成成分であるphosphatidylchoiine(PC)と結合することが予想された。
当研究室の横田は推定PC結合領域のTrp177とArg198の置換体が赤血球崩壊活性の
著 しい低下にもかかわらず、赤血球膜への結合にほぼ変化がないことを見出し、コリ
ン部位への結合は赤血球崩壊活性には重要であるが、赤血球膜結合能には関与しない
ことを示唆 した。また、推定赤血球膜結合部位に位置するTyr72、Tyr203の置換体は
赤血球崩壊活性、膜結合能ともに減少することから、二つのアミノ酸が赤血球膜結合
に重要であることを示唆した。
本博士論文で私は γ一ヘモ リジンの血球崩壊過程の中でもLukFの赤血球膜への初
発の結合が血球認識のみならず、その後のHIg2の結合、膜孔形成を規定する重要な
ステップと考え、①LukFの赤血球膜への結合に関与するアミノ酸残基 を同定し、②PC
結合部位変異体の詳細な解析を行い、また赤面球崩壊過程が進行する膜上の具体的な
位置を検討するために③ γ一ヘモ リジンと赤血球膜上の界面活性剤に抵抗性を示すマ
イクロ ドメインとの関係を検討 し、しukFのRimd㎝ainには赤血球への結合とその後
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の複合体形成に重要な二つの領域が存在すること、また、赤血球膜への結合及び複合
体形成に赤血球膜上の特定のドメイン構造が必要であることを明らかにした。
第二章 しukFの結合に関与するアミノ酸残基の同定
先に決定された立体構造を基に、LukFの底面に露出するアミノ酸残基を推定膜結合
領域、PG結合領域の二つのグループに分類 し、アラニンスキャンを行って各アミノ酸
残基の赤血球崩壊活性及び膜への結合能への影響を検討 した(Fig.3)。その結果、推
定膜結合領域についてはTyr72、Tyr203に加えて、Trp257、Fhe260、Tyr261の置換体
に赤血球崩壊活性、及び赤血球膜への結合能に大幅な減少が見られた。このことから
Tyr72、Tyr203、Trp257、Fhe260、Tyr261が赤血球膜上の未同定 レセプターへの結合
に重要であることを示唆 した(Table.1)。一方、PC結合領域についてはJrp177、GIu192、
Arg198の置換体にWildtypeと比較して大幅な赤血球崩壊活性の低下がみられたが、
これらの置換体は赤血球膜へ十分な結合量を示 した(Table.2)。以上の結果Jrp177、
Glu192、Arg198は赤血球膜への初発の結合には関与しないが、赤血球崩壊活性に重要
であることを明らかにした。以上の結果か ら、LukFのRimd㎝ainには、二つの結合
領域、つま り、①赤血球膜への初発の結合に関与する領域、②PCへの結合を解 して赤
血球膜結合後のステップに関与する領域、が存在 し、Rimd㎝ainには膜への結合のみ
ならず、その後の膜孔形成過程にも重要なアミノ酸残基が存在することが強 く示唆さ
れた。
第三 章PC結 合領 域 に存在 す るTrp177、Arg198両ア ミノ酸 残基 置換 体 の解 析
当 研 究 室 と工 学 部 の 樋 口 研 との 共 同研 究 に よ り、 蛍 光 ラ ベル され た 毒 素 分 子 の
Fluorescenoeresonanceenergytransfer(FRED解析 に よ り γ一ヘ モ リジンの2量 体
か ら膜 孔 形 成 に いた るオ りゴマー の検 出 が可 能 とな った。当研究 室 のバ ナ ンが 開発 し
た、LukFのSer45とHlg2のLys222をそれぞ れ異 な る蛍光 色素 で ラベ ル し、励 起 光
放 射 時の 色素 間 の エネル ギ ーの 受 け渡 しを観察 す る方 法 を応 用 してPC結 合部 位 の 変
異 体 の解析 を行 った。PC結合領域 に存在 す るア ミノ酸残 基 の膜 孔 形成過 程 へ の影響 を
解 析す るた め に、赤 血球 崩壊 活性 をま った く示 さず 、また 人エ リン脂 質DiC3pcへの結
合 も示 さな い、Trp177、Arg198両残 基 をThrに置 換 した 変異体(W177T/R198T)にSer45
→Cysの変異 を導 入 し、Rhodamineラベ ル した変 異 体 を構 築 した 。 この ラベル され た
変異 体 とIC5でラベ ル され たHl92で処理 した赤 血球 膜 にRhodaminenの励起 光 、532nm
を 当て た と きのlC5の蛍光 波 長650～690nmをFRETとして検 出 した 。その結 果 、Wild
typeとほ ぼ 同様 なFRETが観 察 され 、この 変異 体 が2量 体 、4量体 、及 び6,あ るいは
7量体の 形 成能 を有 して い る こ とが 示 され た(Fig.4)。解析 の結 果 、2量 体 及 び4量 体
の形 成効 率 はW日dtypeとほ ぼ同 じ値 を示 すの に 対 し、6,あ る いは7量 体 の形 成効
率が 約1/6に低 下 していた(Fig.5)。また、Wildtypeで膜 孔 ク ラス ターが 観察 され る
1000倍量 のLukF、田g2で 赤血 球 を処 理 して も、 この 変異 体 は膜 孔 ク ラス ター を形 成
出来 な い こ とが 明 らか とな った(Fig.6)。以 上の結 果 、Trp177、Arg198は6、あ るい
一191一
は7量 体の安定 した形成、また膜孔のクラスター化に重要であり、W177T/R198Tが人
エ リン脂質Dic3PCへの結合を示さないことから、LukFの赤血球膜上のPCへの結合は
膜孔形成の引き金となることが示唆される。このことはRimd㎝ainのアミノ酸残基
が膜への結合だけでなく、その後の膜孔形成過程にも関与するという新 しい概念を提
唱するものである。
第四章 赤血球認識における赤血球膜DR顛(DetergentResistant観embrane)の関与
γ一ヘモリジンの赤血球崩壊課程の初発段階であるLukFの赤血球膜への結合のメカ
ニズムをより詳細に解析するために、人工脂質二重膜 リボソームを用いてLukFが特
異的に結合する分子の探索をするための実験系の確立を試みた。その過程で、PC、コ
レステロールのモル比1:1で 構成したりポソームをLukF、削g2で処理すると、PC
だけで構成された リボソームに比べて、大きな崩壊活性が見られ、コレステロールの
存在が γ一ヘモリジンかっせいに重要であることを見出した(Fig.7)。LukFが赤血球に
おいてもリボソームと同じように:コレステロールを必要とするかどうか検討する為
に、生体膜からコレステロールを特異的に抽出するMetyl一β 〇yclodextrin(襯BCD)
を用いて赤血球膜上のコレステロールを抽出した赤血球でγ一ヘモリジンの溶血活性
及び膜への結合能を測定した。その結果、MBCDの処理濃度に依存 して赤血球崩壊活性、
またLukF、及びHlg2の膜結合能ともに減少 した(Fig.8)。このことから、赤血球膜上
のコレステロールがγ一ヘモリジン活性発現に必要であることが示唆された。
一方、コレステロール、スフィンゴ脂質を核とする 「ラフ ト」と呼ばれる細胞膜中
マイクロドメイン構造に多くの受容体分子が高密度に集積 し、細胞の迅速な情報伝達
の場として機能することが近年報告 されている(Fig.9)。また、多くの病原体(微 生
物、寄生虫、ウィルス)や毒素が細胞に感染する為の場 として 「ラフト」を含めたDRM
を利用 していることが明らかとなってきている。前述の 酬BCDは赤血球膜上のコレス
テロールを抽出することで、膜上のDR納構造を破壊する試薬として用いられているこ
とから、私は本毒素もこのD㎜ をー細胞認識、活性発現の場 として利用している、と考え
た。DRMはコレステロールや飽和脂肪酸の強い疎水性相互採用のためTritonX-100な
どの非イオン性の界面活性剤に抵抗性を示 し、ショ糖密度勾配遠心により分画するこ
とができる。そこで、LukFで処理 した赤血球膜をショ糖密度勾配遠心で分画し、細胞
膜における局在を調べた結果、LukFは赤血球膜においてDRMに局在することが知られ
ているGPIアンカー型タンパク質、CD59と同じ低密度画分に局在を示 した(Fig.10)。
また、両成分からなる約220kDaの複合体もDRM画分に集積 していた(Fig.11)。MBCD
処理 した赤血球にはLukF、Hlg2の結合が減少し、DRMへの集積が見られない結果とあ
わせて、赤血球膜DRMがγ一ヘモリジンの赤血球崩壊活性の発現に重要であることを
明 らかに した。
近年の一分子観察法の発達により、DRMに局在すると考えられるタンパク質の多く
は通常DRMへの出入 りを繰 り返 し、より動的であることが近年報告されている。LukF、
Hl92両成分がDRM画分に集積する過程を明らかにする目的で、膜での運動性の重要な
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因子である流動性を抑える目的で低温でのDRMへの集積を調べた。0。C、10分、LukF、
田g2で処理 した赤血球膜をショ糖密度勾配遠心で分画 した結果、Hlg2のDRMへの集
積は37。Cで処理 したときに比べて大きく減少 しており、LukFの集積には大きな差が
見られないことから、Hlg2のDRMへの集積には少なくとも膜の流動性が重要であるご
とを明らかにした(Fig,12)。
第五章 総括
私は本博士論文で、次のことを明らかに した。
①LukFの底面に露出するア ミノ酸残基の置換体を作成 し、LukFのPCへの結合に重要
なア ミノ残基としてW177,E192,R198を同定 した。また、しukFの赤血球膜への結合
に重要なア ミノ酸残基 としてY72,Y203,W257,F260,Y261を同定 した。
②PC結合部位の置換体W177T/R198TのFREτ解析の結果からTrp177、Arg198は6、あ
るいは7量 体の安定した形成、また膜孔のクラスター化に重要であることを明らかに
した。
③LukF、Hlg2からなる220kDの複合体が赤血球膜DRMに集積 していること、また、
DRMを破壊するMBCDで処理 したから赤血球にたいするγ一ヘモ リジンの崩壊活性およ
び両成分の結合能が低下 していたことか ら、赤血球膜DRMがγ一ヘモリジンの赤血球
崩壊活性に重要であることを明らかにした。
以 上 の結 果 か ら、 γ一ヘ モ リジ ンの 赤血 球 崩壊 の モ デ ル を提 唱す る(Fig.13)。LukF
は、 まず 底 面 に位 置 す るY72,W257,F260などの ア ミノ酸 残基 で赤血球 を認 識 、結 合
し、Hl92との2量 体 、4量 体 を形成 し、PCへの結 合 をへ て7量 体 を形成 し、DRMドメ
イ ン上 で膜 孔形 成 、膜 孔 の ク ラス ター 化 に よ り赤血 球 を崩壊 す る と考 え られ る。
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①LukF(34kDa)、HIg2(32kDa)からな る2成 分性毒素
②LukFの赤血球膜へ の結合 が後 のHIg2の効率 的な結 合に重要
③約200kDaの複 合体 膜孔(分 子比3:4ま たは43)を 形成
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Table.2HemolyticandbindingactivitytoHumanerythrocyte
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Fig.6Visualizationofclusterofpores.
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Fig.7Activityofmembranepermeabilityofliposome.
LukFandHIg2wereincubatedwithliposomecomposedofPConlyorsamelatioofPCand
cholesterol.Liposomewascontainedfluorescencereagent5'(and6')一
Carboxyfluorescein.Activitywas獅easuredby刊uorescenCespectrumλ530.
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Fig.8HemolyticactivitytoYBCDtreatedHRBC.
HRBCwastreatedwithMBCD30minatroomtemperature.LukFandNIg2wereincubatedwith
MBCDtreatedHRBClhrat37ｰC.Aftercentrifugation,supernatantwasmeasuredbyA550.
?
DRM:detergent-resistantmembrane,
ラ フ ト、 マ イ ク ロ ド メ イ ン
?
?
???
?
?
??
,^.,
～.罰ノ
コ レステ ロー ル
ス フィンゴ脂質
グ リコシルポス ファチ ジル
イノシ トー ル(GPI)
結 合蛋白質
膜貫通型蛋白質
・情報伝達 、細胞接着 、ウイルスや細菌の感染、細胞内の高分子輸送
・コ レステ ロー ル、ス フィンゴ脂質に富む ドメイ ン構 造
・GPI結合蛋白質 な どの一群 の蛋白質が集積
・TritonX-100などの非イオ ン性界 面活性 剤に対 して不 溶性
→ シ ョ糖密度勾配遠心 によ り低密度画 分に浮遊
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Fig.10AccumulationofLukFtotheDRMfractionofHRBC.
LukFwasincubatedwithhRBClhrat37ｰCAftercentrifugation,erythrocytemembrane
solubilizedbyO.1%TritonX-100andfractionatedbysucrosegradientcentrifugationThe
fractionsobtainedfromcentrifugationwererunonSDS-PAGEandWesternblotanalysisby
antiLukForantiCD59antibody.
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Fig.11Accumulationofr-hemolysincomplextotheDRMfractionofHRBC.
LukFandHIg2wereincubatedwithHRBClhrat37ｰC.Aftercentrifugation,
erythrocytemembranesolubiIizedbyO.1%TritonX-100andfractionatedbysucrose
gradientcentrifugation.Thefractionsobtainedfromcentrifugationwererunon
SDS-PAGEandWesternblotanalysisbyantiHIg2antibody.
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Fig.12TemperaturedependentaccumulationofLukFandHIg2totheDRMfraction.
LukFandHIg2wereincubatedwithHRBC10minatOｰCor37ｰC.Aftercentrifugation,
erythrocytemembranesolubilizedbyO.1%TritonX-100andfractionatedbysucrosegradient
centrifugation.ThefractionsobtainedfromcentrifugationwererunonSDS-PAGEandWestern
blotanalysisbyantiLukForantiHIg2antibody.
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Fig.13Modelfory-hemolysinporeassemblystepontheerythrocytemembrane.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
黄色 ブ ドウ球菌は ヒ ト及 び家畜の病原菌 であ り,感 染 時にお ける病巣での発現 に重要生 育及 び病原
性 な役割 を担 うことが推測 され る様 々な病原 因子 を産生す る。細菌感 染症 に対す る有効 な治療法 と し
て抗生物質や抗 菌剤 が広 く用い られて きたが,近 年,耐 性 菌の出現に よ り抗生物質抗菌剤 に よる治療
の限界 と問題 点が提唱 されてお り,MRSA(メチシ リン耐性黄色ブ ドウ球菌)はその典型的な例 であ る。
病原 因子 の詳 細な研 究 は,細 菌 の死滅 を 目的 とす る抗 生物質治療 に変 わる,細 菌 の病原性 のみ を無毒
化す る新 たな治療法 の開発 に結びつ くもので ある。
黄色 ブ ドウ球菌 の産生す る赤血球崩壊毒素 γ一ヘ モ リジ ンはLukF(34kDa),Hlg2(325kDa)から
なる2成 分性 の膜孔形成 型赤血球崩壊 毒素 であ り,LukFの赤血球膜へ の初発 の結合 がそ の後 のHlg2
の効率 的な結 合 を促 し,両 成分か ら成 る複 合体膜 孔 を形成す るこ とが明 らかに され てい る。 さらにX
線結晶解析か らLukFの立体構造 が明 らかに され,生体膜 主要構成成分 であるphosphatidylcholine(PC)
と結合 す るこ とが予想 されて いる。 これ までLukFの構 造 と機能 について研究 が行 われて きたが,γ
一ヘ モ リジ ンの高い血 球認識 を規 定す るLukFの赤血球膜 へ の初発 の結合機構 の解 明は,レ セ プ ター
の同定 と共 に本毒素 の作用機構の全貌 を解明す る上で大 きな課題 で あった。
本博 士論文 では,γ 一ヘモ リジンの血球 認識機構 に注 目 し,毒 素 タンパ ク質 の構造 と機 能 について、
の詳細 な研究 を行 ってい る。 さ らに,標 的細胞 であ る赤血球膜 の構造 に着 目し,血 球崩壊 毒素作用機
作 の新 たな概念 を提 唱 してい る。最初 にLukFの推 定膜 結合領域 を構 成す るア ミノ酸残基 に関 して ア
ラニ ンスキャ ンを行 い,赤 血 球膜 との結合 に重要 なア ミノ酸残基 を同定 した。 さらに,LukFとPCと
の結 合に重要 なア ミノ酸残基 を 同定 し,PCへ の結 合が赤血 球崩 壊活性 た重要で あ り,赤 血球膜 への
特異的 な結合 には関与 しない ことを証明 してい る。
次 に,LukFとPCとの結 合 につ いて注 目し,Fluorescenceresonanceenergytransfer(FRET)を用い
て,γ 一ヘ モ リジ ンの膜 孔 中間体 の検 出を行 い,PCと の結合 が膜 孔形成 の最終段 階に重要 であ るこ
とを証 明 している。その結果 か ら,LukFとPCとの結合 が膜孔形成 の引き金 になる可能性 を指摘 して
お り,一 連の膜孔形成過程の 中でPCと の結合 が関与す るステ ップ を特定 した ことは重要である。
さらに,γ 一ヘ モ リジ ンの人工脂 質二重膜 リボ ソー ム崩壊活性 か らコ レステ ロール の重 要性 を示唆
し,赤 血球膜上 の コレステ ロール が γ一ヘモ リジ ンの赤血球崩壊活性 に重要で あるこ とを指摘 してい
る。 また,コ レステ ロール が生体 膜 ドメイ ン構造 の核 とな ることか ら,γ 一ヘモ リジ ンが これ ら ドメ
イ ン構造 を認識す る可能性 を考 え,シ ョ糖密度勾配遠 心に よる分画 によ り,γ 一ヘモ リジ ンが これ ら
ドメイ ン構造 を認識 す ることを明 らかに している。また,γ 一ヘモ リジンの膜孔形成過程 が この ドメ
イ ン構造上 で進行す る可能性 を指摘 してお り,γ 一ヘモ リジ ンの血 球認識機構 に新 たな概念 を提 唱 し
てい る。
以上 のこ とか ら審査員 一同は,本 研 究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るのに値す るもの と認 定 し
た。
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